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研究成果の概要（和文）：本研究では、放射線感受性を増強するmiRNAを標的部位に送達するためのベクターと
して細胞から放出されるエクソソーム（Ex）と呼ばれる小胞に着目した。Exの生合成に関与する２種類の遺伝子
の過剰発現によりExの分泌の増強が認められた。また、放射線の感受性を増強する複数のmiRNAの開発にも成功
した。特定のmiRNA分子のEx中への封入を促進する遺伝子の過剰発現も計画したがクローニングできず、検討で
きなかった。今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we focus on a small vesicle secreted out of a cell
 called exosome (Ex) as a vehicle to deliver miRNA molecules to a target tissue in the living body. 
Overexpression of two genes that is involved in biogenesis of Ex resulted in the increase amount of 
secreted Ex from the cells. In addition, we already obtained two different miRNA like molecules that
 increase radio-sensitivity of cells when introduced into cells. However, since we have not been 
able to clone a key gene that is involved in enclosure of RNA molecules into Ex, we could not 
examine the function of the gene. 

研究分野： 放射線生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 miRNA はタンパクをコードしない短鎖の
RNA で、mRNA の 3’非翻訳領域に存在する相
補配列に相同な配列に結合することで遺伝
子発現を制御する。miRNA は、通常一つで多
くの標的 mRNA に結合し、それらの翻訳を阻
害することで遺伝子発現を制御する。一つ一
つの標的遺伝子に対する発現阻害は、多くの
場合それほど顕著ではないが、一つの生命現
象に関与する多くの遺伝子群を総体として
制御することで、細胞全体のトーンを変化さ
せる力がある。  
 近年、この miRNA が細胞外へ分泌され、血
中を循環することが示された。この血中
miRNA は、マイクロベシクルやエクソソーム
(Ex)といった脂質膜に囲まれた小粒子中に
存在することから、血中で安定的に長期間存
在し、これらを構成する分子は近隣のあるい
は遠隔の組織・細胞に取り込まれて機能する
ことが示されている(①)。  
 人為的に過剰発現した miRNA は、RNAi を引
き起こす遺伝子発現抑制複合体(RISC)を形
成するタンパクが Ex への封入に関与するこ
とから、Ex に封入されやすいとされている
(②)。また、miRNA の細胞からの放出は、Ex
の形成や分泌に関与する中性スフィンゴミ
エリナーゼ2(n-SM2)やTSAP6などに制御を受
けており、これら遺伝子の過剰発現により、
miRNA の放出が増加する(①,②)。  
 本研究計画では、Ex の生合成に関係する遺
伝子の過剰発現により多くの Ex を産生する
細胞を構築する。また、この細胞に特定の塩
基配列を持った miRNA を Ex に導入する過程
に関与する遺伝子の過剰発現もおこない特
定の miRNA など、目的の分子を多く含む Ex
を取得する。これらを培養細胞や腫瘍組織に
投与することで、細胞や組織の放射線感受性
を制御できると考えている。miRNA の導入に
よる放射線感受性の修飾は一過性であり、放
射線に曝露されない細胞には大きな影響は
ないと思われ、最終的には、副作用の少ない
効果の高い新規の放射線治療につながるこ
とを期待する。 
 
２．研究の目的 
 Ex の生合成や分泌に関しては、関与して
いる遺伝子もいくつか知られており、例えば、
n-SM や TSAP6 などについては、過剰発現する
ことで Ex の分泌が増えるとの報告がある。
このような遺伝子を組み合わせて、さらに多
くの Ex を産生する細胞の作成を目指す。  
 刺激に対する細胞の感受性を増感する
miRNA に関しては、治療刺激ごとに多くの報
告がある。これら報告されている治療特異的
なものに加えて、我々がこれまでに開発した
人工 miRNA、治療抵抗性を示す癌幹細胞維持

を阻害するものなどについて一つずつの増
感効果を調べ、高い増感効果を示すもの、多
くの癌細胞で働くものを見いだしたい。さら
に in vitro でそれらの組み合わせについて
も検証を行い、治療刺激に対する増感効果の
高い組み合わせを見いだす。  
 Ex は、細胞がタンパクや核酸などの生理活
性分子を交換するために利用していること
が示唆されている。したがって、Ex は、核酸
送達のための理想的なキャリアになる可能
性がある。しかも細胞が分泌する天然の粒子
であり、安全性も高いと思われる。しかしな
がら Ex を十分に取得することや内部に目的
の分子を効率的に導入することは困難とさ
れている。本研究計画では、内容物を制御し
た Ex を大量に取得することで、それらの評
価や組み合わせを検討することを第一の目
的とする。これを通して、細胞の治療感受性
を制御した上で、従来の治療法を組み合わせ
ることにより、より安全で効果の高い新規の
癌治療法開発の可能性を検討することを最
終的な目的とする。 
 
３．研究の方法 
⑴ 遺伝子クローニング 
 60 mmの細胞培養皿に培養した106個のヒト
胎児腎臓由来の HEK293 細胞からキアゲン社
の RNeasy Mini キット（RNase free DNase 処
理も行なった）を使用して細胞から全 RNA を
取得した。取得した RNA は、アジレント社の
2100 バイオアナライザーシステムで確認し
た。この全 RNA を 1 g 取り、タカラバイオ
社の PrimeScript RT Reagent Kit を使用し
て cDNA を合成した。通常は、ランダムヘキ
サマープライマーとオリゴ dT プライマーの
両方を使用して cDNA を合成するが、ここで
はオリゴ dTプライマーのみでの cDNA 合成も
行なった。 
 取得した cDNA を鋳型にそれぞれの遺伝子
配列に合わせて設計したプライマーを使用
して PCR を行なった。プライマーにタグとし
て付加した制限酵素の認識配列で消化後、ア
ガロースゲル電気泳動を行い、遺伝子全長の
長さのバンドを回収した。あるいは、それぞ
れの遺伝子の配列を元に全長を化学合成し
た DNA断片を pUCベクターにクローニングし
たものから、末端に導入した制限酵素認識配
列で消化後、アガロースゲル電気泳動を行い、
遺伝子全長と同程度の長さのバンドを回収
した。これらの調製したそれぞれの遺伝子を
含むDNA断片をサイトメガロウイルスの極初
期プロモーター下にマルチクローニングサ
イトを搭載した遺伝子発現用ベクター
pBKCMV にクローニングし、pBKCMV-nSM2、
pBKCMV-TSAP6、pBKCMV-hnRNP をそれぞれ構築
した。クローニングした遺伝子の配列は、ダ



イデオキシ法で配列分析を行い確認した。 
 
⑵ リアルタイム PCR による転写量解析 
 上記「遺伝子クローニング」に記述した方
法と同等の方法にて HEK293 細胞などから全
RNA を抽出し、cDNA を合成した。この cDNA
を鋳型に、発現を解析する遺伝子の配列をも
と に Primer3
（ http://primer3.sourceforge.net/webif.
php）にて設計したプライマーを使用して、
タカラバイオ社製の SYBR Premix Ex Taq II
で反応混合液を調製した。ストラタジーン社
製定量リアルタイム PCRシステム Mx3000P で
90℃ 10 秒、60℃ 40 秒のシャトル PCR でリ
アルタイム PCR をおこなった。反応後に SYBR 
Green の放出による乖離温度の同定で反応が
うまくいっていることを確認した。遺伝子発
現量は、GA3PDH をリファレンスとして相対的
に決定した。 
 
⑶ Ex の単離とウエスタンブロッティングに
よる解析 
 システムバイオサイエンス社製の Ex を除
去した牛胎児血清を10%含むRPMI1640培地を
使用して、2×106個の HEK293 細胞を 100 mm
の細胞培養用皿で 3日間培養した。培養液を
2,000 rpm で 5 分間遠心して上清を集め、解
析まで-20℃で保存した。冷凍した細胞培養
上清は、37℃のウォーターバスで素早く融解
し、再度 2,000 rpm で 5分間遠心して上清を
集めた。この上清を 5 ml 採取し、システム
バイオサイエンス社製の ExoQuick-TC を 1 ml
添加してよく混合、その後 4℃で一晩培養し
た。1,500×gで 30 分遠心後、沈殿を 100 l
の 2×SDS Loading バッファーを加えて 97℃
で10分処理後、15,000 rpmで15分間遠心し、
上清を集めてウエスタンブロッティング用
のサンプルとした。 
 調製したサンプル 30 l を SDS-PAGE に供
した。電気泳動後、泳動タンパクをニトロセ
ルロース膜に転写し、目的タンパクに対する
抗体を供給会社の勧めに応じて使用し、ペル
オキシダーゼを標識した二次抗体を反応さ
せた後、GE ヘルスケア社製の ECL Western 
Blotting Detection Reagents を使用して富
士フィルム社製の LAS-4000 でそれらのデジ
タルイメージを取得した。得られたイメージ
のバンド濃度を ImageJ で比較した。 
 
⑷ 遺伝子導入細胞の構築 
 100 mmの細胞培養皿に2×106個の細胞を蒔
く、37℃インキュベーターで一晩培養した。
培地交換後、pBKCMV-nSM2、pBKCMV-TSAP6 な
どの発現ベクター2 gをキアゲン社製のエフ
ェクテン遺伝子導入試薬と混合して複合体
を形成後、細胞に添加した。そのまま 37℃で

4-6 時間培養し、再度培地交換をおこなった。
37℃で 3日間培養後、500-750 g/ml の G418
を含む培地と交換した。さらに 37℃で培養し
て、3日おきに 500-750 g/ml の G418 を含む
培地と交換した。細胞が増殖し始めたら安定
遺伝子導入細胞として細胞を回収した。 
 それぞれの安定遺伝子導入細胞を段階希
釈して 100 mm の細胞培養皿に蒔いた。その
後37℃インキュベーターで2週間程度培養し、
コロニーを形成した。コロニーをそれぞれ 10
個ずつ単離し、増殖させたのち、リアルタイ
ムPCRで目的の遺伝子の発現量を定量比較し
た。この中で最も目的遺伝子の発現量の多い
細胞を HEK293/nSM2 および HEK293/TSAP と命
名した。 
 2遺伝子を導入するためのpBKCMVのカナマ
イシン耐性遺伝子の代わりにハイグロマイ
シン耐性遺伝子を発現するベクターを構築
したが、目的遺伝子のサブクローニングがう
まくいっていない。そこで、2 遺伝子を発現
する組み換え細胞は、1 つの遺伝子を安定的
に発現する細胞 HEK293/TSAP6 に２つ目の遺
伝子pBKCMV-nSM2を一時的に導入して作成し
た。 
 
⑸ shRNA 発現ベクターの構築とレトロウイ
ルスの作成及びそれを使用した組み換え細
胞の構築 
 UHRF1遺伝子に対するmiRNA様のshRNAを発
現するためのベクターは、pSIREN-RetroQ を
使用して構築した。100 M の shRNA をコード
するお互い相補的な合成 DNA を混合した。こ
れを95℃で2分熱したのち序冷してアニール
し、pSIREN-RetroQ の EcoRI-BamHI 部位にラ
イゲーションで導入した。 
 作成した発現ベクターをもとに組み換え
レトロウイルスを作成した。まずベクター1 
g を 106個の AmphoPack293 パッケージング
細胞（タカラバイオ社製）にエフェクテン遺
伝子導入試薬で導入し、48 時間 37℃で培養
する。この上清を集めて、0.45 m フィルタ
ーを通したのち、最終濃度が 8 g/m になる
ようにポリブレン水溶液を添加し、60 mm 細
胞培養皿に蒔いた106個のHEK293細胞に滴下
した。3 日間そのまま培養し、その後、2.0 
g/ml のピューロマイシンを含む培地で培養
し、さらに３−５日間 37℃で培養した。この
処理によって生存した細胞をshRNAを発現す
る組み換えレトロウイルスに感染した遺伝
子導入細胞（HEK293/KDUHRF1）として取得し
た。 
 
⑹ X 線照射とコロニーアッセイによる感受
性の評価 
60 mmの細胞培養用皿に培養した106個の細胞
に 5 Gy/min で X 線を照射した（MBR-1520-3: 



日立メディカル社製）。その後、細胞をトリ
プシン処理により回収し、血球計算盤を使用
して係数し、100 mm 細胞培養皿一枚あたりの
細胞数を 10,000 個から 10倍段階希釈により、
それぞれ３枚ずつ撒いた。2-3 週間培養して
コロニーを形成した。培養皿中のコロニーを
カウントして生存率を計算した。 
 
４．研究成果 
⑴ 関連遺伝子のクローニング 
 Exの分泌量を多くしてshRNAなどの核酸分
子の送達に利用するために Ex の生合成や分
泌に関与するとされる遺伝子発現の増強を
試みた。まず、細胞からの nSMase2、TSAP6
遺伝子のクローニングをおこなった。抽出し
た全RNAをもとに合成したcDNAを鋳型にPCR
によりクローニングを試みた。PCR 後のアガ
ロースゲル電気泳動で、目的遺伝子のサイズ
に近いDNA断片を単離してクローニングをお
こなったところ、多くの少し異なるサイズの
DNA 断片がクローニングされたため、制限酵
素による切断パタンをもとに正しいと思わ
れる断片を遺伝子ごとに数クロンずつ選択
した。これらについて遺伝子配列分析をおこ
なったところ、nSMase2 では、６クロン中１
クロンですべて正しい配列を保持している
ものを見出したが、TSAP6 全てのクロンで同
じようなところに欠失が見つかり、この方法
によるクローニングを断念した。 
 また、特定の塩基配列を持つ miRNA の Ex
中への封入促進に関与するとされる遺伝子
hnRNPA2B1 についても過剰発現による目的
RNA分子のEx中への封入を促進するためにク
ローニングを試みた。この遺伝子も合成した
cDNA を鋳型にクローニングを試みたが、上記
2 つの遺伝子よりも欠失が顕著で正常にクロ
ーニングができなかった。 
 これらのタンパクをコードするDNA断片を
取得するために外部の業者に化学合成を依
頼した。それぞれ pUC ベクターにクローニン
グされたものを受け取った。nSMase2と TSAP6
については、このベクターから pBKCMV ベク
ターのCMVプロモーター下にクローニングし、
pBKCMV-nSM2およびpBKCMV-TSAP6を構築した。
しかしながら、hnRNPA2B1 については、pBKCMV
ベクターにクローニングしても予想サイズ
と異なるバンド（おそらくリアレンジメント
した断片）がクローニングされるだけであっ
たため、現在中断しており、再度検討予定で
ある。 
 
⑵ nSMase2およびTSAP6遺伝子を強制発現す
る細胞による Ex の分泌促進 
 pBKCMV-nSM2 を導入した細胞は、親株であ
る HEK293 と比較して転写レベルで約 80倍の
nSMase2 遺伝子発現増強が認められた。また

pBKCMV-TSAP6 を導入した細胞では、約 10 倍
の TSAP6 遺伝子の発現増強が認められた。
HEK293/TSAP6にpBKCMV-nSM2を一時的に導入
して作成した細胞では、約 40 倍の nSMase2
遺伝子と約 8倍の TSAP6 遺伝子の発現増強が
認められた。ウエスタンブロッティングでタ
ンパク発現を調べてみたところ、nSMase2 の
発現は HEK293/nSM2 で約 4.5 倍、両遺伝子を
導入した細胞でも約2.0倍増強していること
を見出した。TSAP6 の発現は HEK293/TSAP6 で
約 2.2 倍、両遺伝子を導入した細胞で約 2.1
倍と同様の傾向が示された。 
 それぞれの細胞が分泌する Ex の検出をお
こなった。Ex を除去した培養液で 72 時間培
養した培養上清中の Ex の相対量を、CD63 を
ウエスタンブロットのバンドを比較するこ
とにより測定した。その結果 HEK293/nSM2 で
は親株と比較して約 1.8 倍の CD63 を、
HEK293/TSAP6 では約 1.5 倍の CD63 を検出し
た。両遺伝子を過剰に発現する細胞では親株
と比較して約 2.2 倍の CD63 を検出した。こ
れらの結果は、Ex の生合成に関係する遺伝子
の発現を増強することにより Ex の分泌量を
増強することが可能であることを示唆する。
ただ、遺伝子発現の増加量ほど Ex の検出量
が増加しておらず、両者が必ずしも一致して
いないことが示されており、より効率良く増
加させるための方策を見いだすことが今後
の課題である。両遺伝子の発現割合を調整や
Ex の分泌や生合成に関係する他の遺伝子の
組み合わせなどについて検討の余地がある。 
 
⑶ UHRF1 ノックダウンによる細胞の放射線
感受性に及ぼす影響 
 まず作成した106個のHEK293/KDUHRF1細胞
の UHRF1遺伝子の発現についてウエスタンブ
ロットにより解析した。UHRF1 のバンドの濃
さをもとに発現量を比較したところ、親株の
HEK293細胞と比較して約78%発現が減少して
いた。この細胞に X線を照射し、これをトリ
プシンで回収してカウントし、10 ml の細胞
培養液の入った 100 mm 細胞培養用皿に 10000
個、1000 個、100 個となるように細胞を蒔い
た。2週間後（+3-4 日の場合もあり）培養皿
に出現したコロニーの数をカウントしたと
ころ、親株の HEK293 と比較してコロニーの
数が約 68%程度まで減少することが示された。 
 
 今回得られた結果は、Exの生合成や分泌を
担う遺伝子発現を増強することで Ex の分泌
量の増加が見込めるとした計画段階での仮
説を裏付ける結果となった。ただ、目的の RNA
分子の Ex への封入を促すために利用する予
定であったhnRNPA2B1遺伝子のクローニング
がうまくいかず、検討は未達となった。我々
はすでに放射線感受性を増強するRNA分子を



2 種類確保しており、今後は hnRNPA2B1 遺伝
子のクローニングに加えさらに別の方法も
検討しながら、これらの分子を効率的に Ex
に封入する方法について検討していきたい。 
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